METHOD FOR ELECTROELUTION OF A BIOLOGICAL SAMPLE AND IMPLEME... Page 1 of 2 



DELPHION 



No active tn 





RESEARCH 


<Qfl0®HBj 






My Account 



PRODUCTS 



INSIDE DELPHION 



Search: Quick/Number Boolean Advanced Der 



The Delphion Integrated View 



Get Now: PDF 1 File Historv \ Other choices 


Tools: Add to Work File: . Create new Work 


View: Expand Details 1 INPADOC 1 Jumo to: Top 


•:v Go to: Derwent ^ Emai 



?Title: 



^Derwent Title: 



^Country: 
S>Kind: 

Inventor: 



t? Assignee: 



# Published / Filed: 

^Application 
Number: 
?IPC Code: 



^ECLA Code: 

^Priority Number: 
^Abstract: 





WO9953304A1: METHOD FOR ELECTROELUTION OF A BIOLOGIC* 
SAMPLE AND IMPLEMENTING DEVICE[French] 

Electrical separation of nucleic acid from contaminants, particularly for 
separation from cell lysate for direct amplification r oerwent Record ! 

WO World Intellectual Property Organization (WIPO) 
A1 Publ.of the Int.Appl. with Int.search report « 

SANTORO, Lyse; 47, avenue Bergeron, F-69260 Charbonnieres les 
Bains, France 

BROYER, Patrick; 11, avenue Roberto Rossellini, F-69100 
Villeurbanne, France 

RODRIGUE, Marc; 14 E, chemin de Gargantua, F-69570 Dardilly, 
France 

COLIN, Bruno; 23, chemin des Garennes, F-69280 Marcy I'Etoile, 
France 

BARRAL-CADIERE, Sophie; 175, route de Vienne, F-69008 Lyon, 
France 

BIO MERIEUX, Chemin de I'Orme, F-69280 Marcy I'Etoile, France 
♦ Corporate Tree data: Biomerieux SA ( BIOMERIEUX ); 
News, Profiles, Stocks and More about this company 

1999-10-21 / 1999-04-09 

WO1999FR0000830 

Advanced: B01D 57/02 : C12N 15/10 : C12Q 1/68 : 

Core: more... 

IPC-7: C12Q 1/68 : G01N 1/34 : G01N 27/447 : 

B01D57/02; C12N1/06C; C12N15/10A; C12N15/10A3; 
C12Q1/68A4+523/307; 

1 998-04-1 0 FR1 998000004878 

The invention concerns a method for treating by the action of an 
electric field in liquid medium a biological sample comprising both a 
nucleic material and a non-nucleic material, which consists in: a) 
providing a buffer solution; b) providing a permeable membrane, in 
contact on one side with the buffer solution, and having a 
predetermined interrupting threshold to stop the nucleic material, on 
said buffer solution side, when it is migrating under the action of the 
electric field; c) generating said electric field; d) placing the 
biological sample in the buffer solution, upstream of the membrane, 
along the nucleic material circulating direction by the electric field 
action. The invention is characterised in that it consists in: directly 
applying the electric field to the biological sample in the buffer 
solution, for a limited time interval determined by sufficient time for 
the nucleic material to arrive on the membrane and by its presence 
on the buffer solution side, and by the fact that at said time interval 
end the non-nucleic material has not migrated and/or is still in the 
process of migrating towards said membrane; removing the nucleic 
material after said time interval, and thereby electroeluting from the 
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biological sample at least the nucleic material. The invention also 
concerns the implementing device.SProcede de traitement sous 
Taction d'un champ Electrique en milieu liquide, d'un echantillon 
biologique comprenant a la fois un materiel nucleique et un materiel 
non nucleique: a) on dispose d'une solution tampon; b) on dispose 
d'une membrane permeable, en contact d'un cote avec la solution 
tampon, et ayant un seuil de coupure predetermine pour arreter le 
materiel nucleique, du cote de ladite solution tampon, lors de sa 
migration sous Taction du champ electrique; c) on etablit ledit 
champ electrique; d) on dispose I'echantillon biologique dans la 
solution tampon, en amont de la membrane, selon le sens de 
circulation du materiel nucleique sous Taction du champ electrique; 
caracterise en ce que: on applique le champ electrique directement 
a Techantillon biologique dans la solution tampon, pendant une 
duree limitee et definie, d'une part par le temps suffisant pour 
I'arrivee sur la membrane et la presence de materiel nucleique du 
cote de la solution tampon, et d'autre part par le fait qu'au terme de 
ladite duree le materiel non nucleique n'a pas migre et/ou demeure 
en cours de migration vers ladite membrane; on preleve le materiel 
nucleique au terme de ladite duree, moyennant quoi on electro- 
separe de Techantillon biologique au moins le materiel nucleique, et 
dispositif pour le mettre en oeuvre. [French] 
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± PROCEDE D'ELECTRO-SEPARATION D'UN ECHANTILLON 
BIOLOGIQUE ET DISPOSITIF DE MISE EN OEUVRE 

La presente invention concerne un procede d'electro-separation 
d'une fraction nucleique a partir d'un lysat cellulaire, ainsi que tout 
dispositif, notamment a usage unique, pour la mise en oeuvre dudit 
procede d'electro-sepa ration. 
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(54) Title: METHOD FOR ELECTROELUTION OF A BIOLOGICAL SAMPLE AND IMPLEMENTING DEVICE 

(54) Titre: PROCEDE D 'ELECTRO-SEPARATION D'UN ECHANTILLON BIOLOGIQUE ET DISPOSITIF DE MISE EN OEUVRE 



(57) Abstract 

The invention concerns a method for treating by 
the action of an electric field in liquid medium a bio- 
logical sample comprising both a nucleic material and a 
non-nucleic material, which consists in: a) providing a 
buffer solution; b) providing a permeable membrane, in 
contact on one side with the buffer solution, and having 
a predetermined interrupting threshold to stop the nucleic 
material, on said buffer solution side, when it is migrat- 
ing under the action of the electric field; c) generating 
said electric field; d) placing the biological sample in the 
buffer solution, upstream of the membrane, along the nu- 
cleic material circulating direction by the electric field ac- 
tion. The invention is characterised in that it consists in: directly applying the electric field to the biological sample in the buffer solution, 
for a limited time interval determined by sufficient time for the nucleic material to arrive on the membrane and by its presence on the 
buffer solution side, and by the fact that at said time interval end the non-nucleic material has not migrated and/or is still in the process 
of migrating towards said membrane; removing the nucleic material after said time interval, and thereby electroeluting from the biological 
sample at least the nucleic material. The invention also concerns the implementing device. 

(57) Abrege* 

Proc6d6 de traitement sous Taction d'un champ eiectrique en milieu liquide, d*un echantillon biologique comprenant a la fois un 
materiel nucieique et un materiel non nucieique: a) on dispose d'une solution tampon; b) on dispose d'une membrane permeable, en 
contact d'un c6t6 avec la solution tampon, et ayant un seuil de coupure predetermine pour arreter le materiel nucieique, du cote de ladite 
solution tampon, lors de sa migration sous Taction du champ eiectrique; c) on etablit ledit champ eiectrique; d) on dispose Techantillon 
biologique dans la solution tampon, en amont de la membrane, selon le sens de circulation du materiel nucieique sous Taction du champ 
eiectrique; caracterise en ce que: on applique le champ eiectrique directement a Techantillon biologique dans la solution tampon, pendant 
une dun$e limitee et definie, d'une part par le temps suffisant pour Tarrivee sur la membrane et la presence de materiel nucieique du cdt6 
de la solution tampon, et d'autre part par le fait qu'au terme de ladite duree le materiel non nucldique n'a pas migre et/ou demeure en 
cours de migration vers ladite membrane; on preieve le materiel nucieique au terme de ladite duree, moyennant quoi on eiectro-separe de 
Techantillon biologique au moins le materiel nucieique, et dispositif pour le mettre en oeuvre. 
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PROCEDE D'ELECTRO-SEPARATION D'UN ECHAIMTILLON BIOLOGIQUE ET 

DISPOSITIF DE MISE EN OEUVRE 

La pr6sente invention concerne un proc6d6 d'6lectro-s6paration 
d'une fraction nucleique b partir d'un lysat cellulaire, ainsi que tout 

5 dispositif, notamment 3 usage unique, pour la mise en oeuvre dudit 
proc6d6 d'electro-s6paration. 

Diff6rents proced6s, mais aussi dispositifs, ont 6t6 £ ce jour 
propos6s ou dScrits, aux fins de s6parer un materiel nucl6ique ou une 
fraction nucl§ique, d partir d'un lysat cellulaire. 

1 0 Par " separation ", on entend de manifere g6n6rique tout 

processus permettant d'enrichir ou concentrer un milieu, isoler ou 
determiner (de maniere qualitative et/ou quantitative) dans un milieu 
complexe, au moins un materiel nucl(§ique, c'est 3 dire de I'acide 
d6soxyribonucl6ique (ADN) et/ou de I'acide ribonucl6ique (ARN). 

-1 5 Conformement au document de la Societ6 ISCO, d6nomm6 

ISCO Applications (Bulletin 54, " Electroelution of Nucleic Acids and 
Proteins from Gels, and Electrophoretic Concentration of Macromolecules 
1989), mais aussi conformement au document US-C-4 1 64 464, il est 
d6crit un dispositif d'electro-elution, et non d'6lectro-s6paration, 

20 comprenant: 

- un premier reservoir pour une premiere solution tampon, 
comportant deux compartiment opposes, fermes chacun par une membrane 
perm6able, I'une de section importante, et I'autre de section faible, et 
presentant chacune un seuil de coupure permettant de retenir le materiel 

25 nucleique ou proteique d'int6ret, 

- un second reservoir pour une deuxteme solution tampon, 
identique ou differente de la premiere solution tampon, s6pare du premier 
reservoir par lesdites membranes, 

- deux 6lectrodes en contact 6lectrique avec la seconde solution 
30 tampon, g6n6rant un champ electrique traversant les deux membranes 

permeables, de celle de section importante a celle de section faible, et done 
traversant la premiere solution tampon. 

Ce dispositif sert b concentrer une fraction nuclSique ou 
protdique, d6ja relativement pure mais diluee, en disposant cette fraction 
35 sur la membrane de section importante, et en recueillant sur la membrane 
de section faible la meme fraction, mais concentree. La concentration est 
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obtenue du fait du transport des biomol6cules par les lignes de champ 
electrique, qui se concentrent au niveau de la membrane de faible section. 

II ne s'agit done ni d'un proc6d6,_ ni d'un dispositif de 
separation, au sens de la definition pr6c6dente, e'est 3 dire au sens ou S 
5 partir d'un milieu complexe on s6pare ou isole un materiel biologique 
d'int6ret. 

Conform6ment a la figure 5 du document US-C- 5 415 758, il 
est d6crit un procede d'6lectro-6lution en paralieie, au sein d'une 
multiplied de puits 42 d'une plaque de titration 41. La plaque 41 est 

10 immerg6e dans un tampon 52, sans debordement de ce dernier £ I'interieur 
de chaque puits 42, et chaque puits comporte une membrane 53 fermant 
une ouverture 54 m6nag6e dans son fond, en sorte que une communication 
osmotique puisse s'etablir entre le tampon 52 et un tampon 55 dispose 
dans chaque puits 42. Dans chaque puits 42 s'6tablit un champ electrique, 

15 gr§ce d une cathode 24, distribu6e entre les diff6rents puits 42, et I'anode 
unique 14. L'echantillon biologique 44, comportant un materiel nucieique, 
par exemple une goutte de sang dispos6e sur un support poreux, est elue 
par le flux electrolytique, en sorte que dans chaque puits le materiel 
nucieique se trouve dissous ou distribue, pour un prel6vement ulterieur, par 

20 exemple avec une pipette. 

De manure generate, le document US-C-5 415 758 d6crit un 
procede de traitement sous Taction d'un champ electrique en milieu liquide, 
d'un echantillon biologique comprenant a la fois un materiel nucieique et un 
materiel non nucieique, par exemple proteique, libres et mobiles dans ledit 

25 milieu liquide sous I'action du champ electrique, procede selon lequel : 

a) on dispose d'une solution tampon, 

b) on dispose d'une membrane permeable, en contact d'un cote 
avec la solution tampon, et ayant un seuil de coupure predetermine pour 
arreter le materiel nucieique, du cot6 de ladite solution tampon, lors de sa 

30 migration sous Taction du champ electrique, 

c) on etablit ledit champ electrique, en sorte que ses lignes de 
force passent au sein de la solution tampon, et traversent la membrane 
permeable. 

d) on dispose l'echantillon biologique dans la solution tampon, 
35 en amont de la membrane, selon le sens de circulation du materiel 

nucieique sous I'action du champ electrique, 
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En pratique, un tel proc6d6 ne permet pas de separer le materiel 
nucleique de l'6chantillon biologique, jusqu'au point d'eiiminer pratiquement 
tout materiel non nucleique, par exemple proteique. 

D'autre part, aux fins de separer un materiel nucleique, on 
5 connaTt la demande de brevet publi6e sous le num6ro WO 97/41219, qui 
divulgue un proc6de pour capturer des acides nucleiques £ partir d'un 
melange constitue par exemple de cellules Iys6es. Le proc6d6 n6cessite de 
d6poser une electrode dans le melange, d'appliquer a I'eiectrode un voltage 
permettant d'attirer les acides nucleiques, puis d'enlever I'eiectrode 
10 recouverte par les acides nucleiques. L'6lectrode recouverte des acides 
nucleiques est alors plongee dans une solution permettant, par inversion du 
courant, de Iib6rer les acides nucleiques qui sont ensuite directement 
amplifiables. Le voltage applique pour pouvoir effectuer une amplification 
est de preference de 0,5 S 3 volts pendant environ 30 secondes. Ce 
15 proc6de, bien qu'utile pour separer des plasmides contenus dans des 
cellules E.coli Iys6es par chauffage, n'est pas adapte pour s<§parer I'ADIM 
et/ou I'ARN d'un lysat plus complexe de cellules, notamment provenant 
d'un echantillon biologique. 

Conformement a la figure 1 du document WO 97/34908, il est 
20 decrit un proc6de de separation d'un materiel nucleique a partir d'un 
6chantillon biologique, en deux 6tapes : 

- une premiere etape consiste S mettre en contact l'6chantillon 
biologique Iys6 avec un adsorbant, de maniere a fixer s6par6ment le 
materiel nucleique, 

25 - une deuxieme etape consiste ci relarguer ce mat6riel 

nucleique, a partir de I'adsorbant. 

Pour le relargage, on dispose dans un recipient 10 d'une 
solution tampon, soumise a un champ 6lectrique entre deux electrodes 20a 
et 20b. Un recipient separ6 15, mais immerg§ dans la solution tampon, est 

30 dispose dans le recipient 10. Ce recipient communique avec le reste du 
recipient 10, par I'intermediaire d'un orifice 12, au travers duquel est 
dispos6e une membrane 30 permettant d'arreter le materiel nucleique en 
mouvement sous le champ electrique. AuprSs de cet orifice est situ6 un 
puits 60 de preievement du materiel nucleique. Et c'est dans la partie 17 

35 du recipient 15, qu'est dispose l'6iement adsorbant duquel on veut 
relarguer le materiel nucleique. 
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Au terme de cet inventaire, aucun proced6 n'apparaTt permettre 
de s6parer de maniere simple et efficace, un mat6riel nucleique d'un 
mat6riel non nucl6ique, notamment prot6ique, 3 partir d'un lysat cellulaire 
complexe. 

5 La pr6sente invention se propose d'apporter une solution & ce 

problfeme non r6solu. 

Conform6ment a la pr6sente invention, on a decouvert qu'on 
pouvait 6lectro-s6parer au moins le materiel nucl6ique d'un echantillon 
biologique, de mani&re efficace, en traitant T6chantillon biologique 
10 directement sous Taction d'un champ 6lectrique en milieu liquide, et en 
choisissant les conditions operatoires suivantes : 

- on applique le champ electrique directement £ l'6chantillon 
biologique dans la solution tampon, pendant une dur6e Iimit6e et definie, 
d'une part par le temps suffisant pour i'arrivee sur la membrane arretant le 

15 mat6riel nucleique, et la presence de materiel nucleique du cote de la 
solution tampon, et d'autre part par le fait qu'au terme de ladite duree le 
materiel non nucleique n'a pas migr6 et/ou demeure en cours de migration 
vers ladite membrane, 

- on preleve le materiel nucl6ique au terme de ladite duree. 

20 Par "6lectro-s6paration " dans la pr6sente invention, on entend 

que des molecules pr6sentes ensemble dans un milieu, et pouvant 
presenter des charges 6lectriques identiques, sont distinguees les unes des 
autres dans ledit milieu en raison de leurs cin6tiques respectivement 
differentes dans un meme champ 6lectrique. 

25 Le procede selon Tinvention apporte Tavantage essentiel 

d'obtenir rapidement et facilement une fraction nucl6ique exempte d'autres 
constituants, notamment proteines, directement amplifiable, a partir d'un 
lysat cellulaire. On connait les difficultes Ii6es aux techniques 
d'amplification, notamment pour les echantillons de type respiratoire, en ce 

30 que la fraction a amplifier doit etre exempte d'inhibiteurs. Par la mise en 
oeuvre du proc6de selon Tinvention, les inhibiteurs proteiques des 
techniques d'amplification sont pratiquement 6limin6s. 

La fraction enrichie en materiel nucl6ique, comprenant I'ADN 
et/ou TARN, que Ton obtient par la mise en oeuvre du proc6d6 selon 

35 Tinvention, est directement amplifiable par les techniques couramment 
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utilis6es, telles que notamment la technique PCR pour les ADN et la 
technique NASBA ou TMA pour les ARN. 

Dans un autre mode de realisation selon 1'invention, I'echantillon 
biologique est dispose sur une autre membrane, du c6t6 de cette dernidre 
5 en contact avec la solution tampon. 

Dans un mode de realisation pr6f6r6 selon I'invention, le temps 
d'application du champ eiectrique est au plus de 30 minutes, et 
pr6ferentiellement compris entre 5 et 30 minutes. 

Dans un mode de realisation tr£s pr6f6re selon ('invention, la 
10 duree de migration de la fraction nuc!6ique est de 10 S 20 minutes, de 
preference encore de 15 minutes. 

Dans un mode de realisation pr6f6re selon I'invention, la valeur 
de la molarity de la solution tampon est au moins egale & 0,1 mol/l, et 
pr6f6rentiellement comprise entre 0,1 et 5 mol/l. 
15 La molarity de la solution tampon 6tant comprise entre 0,1 et 5 

mol/l, on peut effectivement, soit ne mettre qu'une meme solution tampon 
dans les deux compartiments, soit mettre deux solutions tampon 
differentes dans les deux compartiments. 

La molarity de la solution tampon peut etre la meme dans les 
20 deux compartiments et sera comprise entre 0,1 et 1 mol/i, de preference 
encore de 0,1 mol/l. 

La molarite de la solution tampon peut etre differente dans les 
deux compartiments et sera respectivement de preference de 0,1 mol/l 
dans le premier compartiment et de 1 mol/l dans le second compartiment. 
25 Dans un mode de realisation prefer6 selon I'invention, le champ 

eiectrique a une valeur comprise entre 100 et 250 V, et pr6f6rentiellement 
6gale a 150 V. 

Dans un autre mode de realisation tr£s pr6f6r6 selon I'invention, 
la distance s6parant rechantillon biologique de la membrane permeable, en 
30 suivant les lignes de force du champ eiectrique, est au moins egale a 30 
mm, et preferentiellement a 75 mm. 

Le lysat cellulaire & partir duquel on effectue le proc6de selon 
I'invention peut etre un lysat cellulaire provenant d'une culture simple ou 
complexe, c'est a dire comprenant differentes cellules, ou peut etre 
35 6galement un echantillon biologique, tel que notamment du sang, de Turine 
et un crachat de type respiratoire. 
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Le lysat cellulaire a partir duquel on obtient la fraction nucieique, 
soumis ensuite au procede selon I'invention, peut etre obtenu par 
diff6rentes techniques de lyse, notamment la lyse par choc mecanique, par 
choc electrique et autres. 
5 Dans un mode de realisation pr6f6r6 selon I'invention, 

l'6chantil!on biologique r6sulte directement de la lyse d'un 6chantillon 
cellulaire, notamment par voie m6canique ou electrique. Ce mode de 
realisation est effectue dans le meme dispositif, comme cela est decrit 
ci-apr6s. 

10 Dans un autre mode de realisation pr6fer6 selon ('invention, le 

lysat cellulaire est obtenu a partir d'un prelevement d'un liquide corporel, 

par exemple sang ou crachat respiratoire. 

Lorsque I'echantillon biologique est du sang, on pr6fere que le 

pH de la solution tampon soit de 7. 
15 La membrane recup6rant la fraction enrichie en materiel 

nucieique pr6sente un seuil de coupure predeterminee, de preference 

inferieure 3 100 kDa. 

Lorsque I'echantillon biologique est du sang, la porosite de la 

membrane a la cathode sera de preference sup6rieure a 10 kDa. 
20 Dans un mode de realisation prefer^ seion I'invention, on ajoute 

une proteinase S r6chantillon biologique. 

Dans encore un autre mode de realisation prefere selon 

I'invention, la fraction enrichie en materiel nucieique est directement 

soumise a une 6tape subsequente d'amplification. 
25 La lyse cellulaire sera de preference encore effectu§e par lyse 

electrique en presence de proteinase K et d'un detergent. 

Un second objet selon Pinvention est un dispositif 3 usage 

unique pour la mise en oeuvre d'un proc6d6 selon I'invention, comprenant 

un support ou base, dans lequel sont rassembies et int6gres, ainsi 
30 qu'agences entre eux, les differents moyens, notamment electrodes, requis 

pour reiectros6paration, ainsi que des moyens d'interfacage dudit support 

avec Texterieur, d'une part pour le transfert des differents fluides ou 

liquides vers et/ou hors du support, dont I'echantillon biologique, la solution 

tampon, et la fraction enrichie en materiel nucieique, et d'autre part pour 
35 Talimentation et la commande des moyens eiectriques requis au moins pour 

I'eiectroseparation, dont celle du champ electrique. 
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Dans un mode de realisation pr6f6r6 selon I'invention, le 
dispositif comprend un moyen de reception de I'echantillon biologique; un 
reservoir pour la solution tampon, comportant un compartiment ferm6 par 
la membrane permeable, communiquant £ une extrEmite oppos6e audit 
5 compartiment avec le moyen de reception de rechantillon biologique, ledit 
reservoir 6tant destine 3 recevoir une premiere solution tampon; et un 
second reservoir pour une seconde solution tampon, identique ou diff6rente 
de la premiere solution tampon, separ6 du premier reservoir uniquement par 
ladite membrane; deux Electrodes de generation du champ eiectrique, Tune 

10 au contact de la premiere solution tampon, en amont de la membrane selon 
le sens de circulation du materiel nucleique, et I'autre au contact de la 
seconde solution tampon; et un moyen d'extraction de la fraction enrichie 
en materiel nucleique du compartiment ferme par la membrane. 

Dans un mode de realisation tres pr6f6re selon I'invention, le 

15 reservoir comprend un autre compartiment, pour la reception d'au moins 
une fraction obtenue & partir de rechantillon biologique, dispose en amont 
dudit compartiment selon le sens de circulation du materiel nucleique, 
communiquant avec le moyen de reception de rechantillon biologique. 

Dans un autre mode de realisation pref6re selon I'invention, les 

20 deux reservoirs communiquent respectivement avec des Events d'aeration, 
et avec au moins un canal de remplissage. 

Dans encore un autre mode de realisation pr6fere selon 
I'invention, un puits intermediate est dispose et communique entre le 
moyen de reception de I'echantillon biologique et le premier reservoir. 

25 Dans encore un autre mode de realisation prefere selon 

I'invention, le puits intermediate est pourvu de moyens permettant de lyser 
un 6chantillon cellulaire. 

Dans encore un autre mode de realisation prefere selon 
I'invention, le puits intermediate est pourvu d'electrodes assurant une lyse 

30 dudit echantillon cellulaire. 

Dans encore un autre mode de realisation prefere selon 
I'invention, le dispositif comprend, communiquant les uns avec les autres, 
un compartiment de reception du lysat, un puits intermediate de lyse, et un 
compartiment de reception de la fraction enrichie en materiel nucleique. 

35 Dans encore un autre mode de realisation pr6f6r6 selon 

I'invention, le volume du compartiment de reception du lysat est superieur 
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au volume du compartiment de reception de la fraction enrichie en materiel 
nucieique. 

Dans encore un autre mode de realisation pr6f6r6 selon 
Tinvention, la proportion entre les volumes des compartiments de reception 
5 du lysat et de reception de la fraction nucieique est comprise entre 1 /a et 
1/50, notamment entre 1/5 et 1/20. 

Un troisi6me objet selon Tinvention est Tutilisation du dispositif 
d6crit ci-dessus pour 6lectro-s6parer une fraction d'acides nucleiques d 
partir d'un lysat cellulaire. 
10 Un quatri^me objet selon Tinvention est Tutilisation de la 

fraction electro-separee par la mise en oeuvre du proced6 selon Tinvention 
pour d6tecter et/ou identifier des acides nucleiques directement apres 
amplification. 

La Figure 1 represente shematiquement un appareil 

15 d'eiectroelution d'acides nucleiques et de proteines a partir d'un gel, et de 
concentration eiectrophoretique de macromoiecules (Isco, Nebraska, USA), 
que Ton utilise dans un procede different, d savoir d'6lectro-separation 
selon Tinvention. Les compartiments A et B, dans lequel sont plong6s deux 
6lectrodes negative et positive respectivement, sont remplis de tampon 

20 TBE 1x; le compartiment C, comprenant une partie C1 et une partie C2, et 
le compartiment Cf sont remplis de tampon TBE 0.1x. Une membrane de 
dialyse est plac6e a ('interface des compartiments Cf et B (porosit6 
100 kDa), et des compartiments C1 et A (porositS 10 kDa). 

La Figure 2 indique le pourcentage decides nucleiques de S. 

25 epidermidis r6cup6res dans le compartiment Cf, apr6s migration £ partir 
d'un lysat cellulaire obtenu par chocs mecaniques, determine par analyse 
avec un appareil Vidas (BioMerieux, France), selon Texemple 2. En abscisse 
est represente le temps de migration (minutes), et en ordonnee est 
represente le pourcentage d'acides nucleiques r6cuperes dans le 

30 compartiment Cf, exprime en unites relatives de fluorescence. 

La Figure 3 presente la cinetique de recuperation des proteines 
d'un lysat cellulaire. Le pourcentage des proteines du lysat bacterien est 
recupere dans le compartiment Cf, apres migration a partir d'un lysat 
cellulaire obtenu par chocs m6caniques, determine par dosage Bradford, 

35 selon Texemple 2. En abscisse est represente le temps de migration 
(minutes), et en ordonnee est represente le pourcentage d'acides 
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nucleiques r6cup6r6s dans le compartiment Cf, exprime en densite optique 
(DO) a 595 nm. 

La Figure 4 presente la cinetique de recuperation d'acides 
nucleiques a partir de lysat cellulaire. Le pourcentage d'acides nucleiques 
5 de Staphycoccus epidermidis, recup6re dans le compartiment Cf apr6s 
migration a partir d'un lysat cellulaire obtenu par chocs eiectriques, est 
determine par analyse avec un appareil Vidas, selon I'exemple 2. En 
abscisse est represente le temps de migration (minutes), et en ordonnee est 
repr6sent6 le pourcentage d'acides nucleiques r6cup6r6s dans le 

10 compartiment Cf, exprime en unites relatives de fluorescence. 

La Figure 5 presente I'amplification des acides nucleiques 
purifies a partir d'un lysat cellulaire. La quantity d'amplicons produits par 
PCR a partir de 10 p\ de molecules d'ADN est recup6r6e dans le 
compartiment Cf, a partir d'un lysat cellulaire obtenu par chocs 

15 mecaniques, apr6s diff6rents temps de migration, selon I'exemple 2. En 
abscisse est represents le temps de migration (minutes), et en ordonnee est 
represente le pourcentage d'acides nucleiques r6cup6res dans le 
compartiment Cf, exprime en unites relatives de fluorescence. 

La Figure 6 presente la quantite d'amplicons produits par 

20 amplification PCR, apres lyse de differentes concentrations initiales de 
bact6ries par chocs mecaniques, et migration de leur materiel nucieique 
pendant 15 minutes sous un champ eiectrique, selon I'exemple 2. En 
abscisse est represente le nombre de bact6ries initiales pour 200 p\ de 
lysat, et en ordonn6e est represente le signal obtenu apres PCR, exprime en 

25 unites relatives de fluorescence. 

La Figure 7 illustre la quantite d'amplicons produits par 
amplification TMA, apres lyse de differentes concentrations initiales de 
bacteries par chocs mecaniques, et migration de leur materiel nucieique 
pendant 15 minutes sous champ eiectrique, selon I'exemple 2. En abscisse 

30 est represente le nombre de bacteries initiales pour 200 //I de lysat, et en 
ordonn6e est represente le signal obtenu apres TMA, exprime en DO x 
1000. 

La Figure 8 indique le pourcentage de proteines du sang 
r6cupere dans le compartiment Cf en fonction du temps de migration d'un 
35 echantillon clinique sanguin lyse par chocs mecaniques, selon I'exemple 3. 
En abscisse est represente le temps de migration (minutes), et en ordonnee 
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est reprSsente le pourcentage de prot6ines r6cuper6 dans le compartiment 
Cf, exprime en DO a 595 nm. 

La Figure 9 indique le pourcentage de proteines d'un crachat 
r6cup6re dans le compartiment Cf en fonction du temps de migration d'un 
5 Schantillon clinique de type respiratoire lysS par chocs mScaniques, selon 
I'exemple 2. En abscisse est reprSsentS le temps de migration (minutes), et 
en ordonnSe est represents le pourcentage de prolines rScupSrS dans le 
compartiment Cf, exprimS en DO & 595 nm. 

La Figure 10 montre ('elimination des inhibiteurs de la PCR 

10 initialement present dans I'echantillon clinique de type respiratoire. Elle 
indique la quantite d'amplicons ADN produits par PCR & partir de 
diffSrentes quantitSs initiates d'ADN de S. epidermidis, selon I'exemple 5. 
En abscisse est reprSsente le nombre de copies d'ADN initiales pour 10 //I 
d'echantillon, et en ordonnSes est repr6sente le signal obtenu apres PCR, 

15 exprime en unites relatives de fluorescence. 

La Figure 11 indique la quantite d'amplicons produits a partir de 
diff6rentes quantites initiales de bact6ries Iys6es et deposees dans le 
compartiment CI. Chaque point represents sur le graphe repr6sente une 
valeur moyenne obtenue a partir de 13 crachats et aspirations bronchiques 

20 differents, selon I'exemple 5. En abscisse est represents le nombre de 
copies d'ADN initiales pour 200 fj\ d'Schantillon, et en ordonnees est 
represents le signal obtenu apres PCR, exprime en unitSs relatives de 
fluorescence. 

La Figure 12 indique la quantitS d'amplicons produits S partir de 
25 diffSrentes quantites initiales de bactSries lysSes par chocs mScaniques, et 
deposSes dans le compartiment C1, selon I'exemple 5. L'Stude a StS 
rSalisee en parallele sur 4 crachats differents. En abscisse est represents le 
nombre de copies d'ADN initiales pour 200 //I d'Schantillon, et en 
ordonnSes est reprSsentS le signal obtenu aprSs TMA, exprime en DO x 
30 1000. 

La figure 13 reprSsente un dispositif a usage unique selon 
I'invention, vu en perspective. 

La figure 14 reprSsente une vue de dessous du dispositif 
reprSsentS & la figure 13. 
35 La figure 15 reprSsente reprSsente une vue de dessus du 

dispositif reprSsentS a la figure 13. 
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La figure 16 represente repr6sente une vue en coupe, selon le 
trait de coupe repr6sent6 & la figure 15, du dispositif selon la figure 13. 

Exemple 1 : Mode operatoire g6n6ral pour mettre en oeuvre le 
proc6d6 selon I'invention. 
5 Le mode operatoire est bas6 sur I'utilisation d'un appareil 

d'6l6ctro6Iution d'acides nucl6iques selon la figure 1. Un volume 
d'echantillon biologique est depose soigneusement au fond du 
compartiment C1. Les deux 6lectrodes du circuit sont reli6es 3 un 
generateur 6lectrique. Une tension constante de 1 50 V est appliquee aux 

10 bornes du gen6rateur. L'intensit6 du circuit varie de 15 S 20 mA et la 
temperature du tampon dans le compartiment C varie de 23 a 30°C. Les 
molecules biologiques initialement depos6es au fond du compartiment C1 
migrent dans le champ electrique ainsi cree, a vitesse d6finie en fonction de 
leur charge et de leur taille. Apres differents temps de migration, la tension 

15 aux bornes du g6n6rateur est arret6e et les molecules ayant migr6 vers la 
cathode et de poids moleculaire apparent inferieur ou 6gal a 10 kDa sont 
recueillies dans le compartiment Cf, dans un volume final de 200 //I. 
L'6chantillon ainsi r6cup6r6 est conserve dans la glace avant analyse. 

L f 6chantillon biologique d6pos6 dans le compartiment C1 peut 

20 §tre un materiel nucleique et/ou proteique purifie ou non, un lysat cellulaire, 
provenant d'un echantillon biologique tel que le sang, Purine et un crachat 
de type respiratoire. Les lysats cellulaires Studies ont ete obtenus a partir 
de S. epidermidis, bacterie a paroi Gram+ (A054). Ces bact6ries sont 
cultivees en milieu liquide BCC (Bouillon Coeur Cervelle, bioMerieux 

25 41019). Avant lyse, elles sont mises en suspension, soit dans un 
pr6l6vement clinique (crachat liquSfie et decontamine, sang, plasma, 
serum, soit en tampon de lyse (30 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, 100 

mM NaCI pH 7.2). 300 /j\ de cette suspension cellulaire ont 6te lyses en 
suivant essentiellement deux protocoles : 

30 - Protocole de Ivse par chocs mecaniaues : 90 jj\ de billes de 

verre de diam6tre compris entre 90 et 150 /jm, 3 billes de fer de diamfetre 
2 mm et 5 billes de verre de diametre 3 mm sont places dans un tube 
Falcon en presence de 300/vl de la suspension cellulaire, comme d6crit dans 
le brevet (FR-A-2 768 743). 6 mg /ml final de proteinase K (PK) (E.C. 

35 3.4.21.14 Boehringer-Mannheim, ref. 1092766) peut etre ajoutee a la 
suspension cellulaire. Le tube ferme est vortex6 pendant deux minutes, S 
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puissance maximale de I'appareil (Reax 2000, Heidolph). La suspension 
bacterienne ainsi trait6e et r6cuper6e est d6pos6e imm6diatement dans le 
compartiment CI du dispositif d6crit dans la Figure 7. Si la PK est pr6sente 
dans la solution cellulaire, une incubation suppl6mentaire de 15 minutes £ 
5 37°C est r6alis6e. 

- Protocole de Ivse par choc 6lectriaue : 300 //I de la 
suspension cellulaire sont d£pos6s dans une cuve d'6lectroporation 
caract6risee par une distance entre les deux 6lectrodes de 2 mm, en 
pr6sence de 0.01 d 6 mg /ml final de PK. La cuve est plac6e dans un circuit 

10 6lectrique dont les param^tres sont choisis comme suit : tension 500 V, 
resistance 186 Ohms, capacity de 500 ou 1500 jjFD. Apres lancement 
cTune impulsion electrique, la d6charge electrique se realise en quelques 
millisecondes entre les deux Electrodes. Le lysat ainsi recupere est depos6 
immediatement dans le compartiment A du dispositif decrit dans la Figure 1 

15 (FR-A-2 763 957). 

Le pourcentage d'acides nucl6iques recueilli du cote de la 
cathode, apres migration dans le compartiment Cf, est determine par 
mesure de DO (densite optique) de Pechantillon recupere a 260 nm. Le 
pourcentage recueilli est 6gal au rapport de la valeur de DO a 260 nm apres 

20 migration, sur la valeur de DO d 260 nm avant migration. De meme, la 
quantite de prot§ines recueillies a la cathode apres migration est 
d6termin6e par dosage Bradford et lecture de DO a 595 nm. Le 
pourcentage de proteines recueillies est egal au rapport de la quantity 
proteique recuperee sur la quantity initiale. 

25 La quantite des acides nucleiques recupergs du cote de la 

cathode apres migration est v6rifi6e sur gel d'agarose 0.8% ; 10 //I de 
l'§chantillon sont d6pos6s par puits, la migration 6lectrophor6tique est 
realis6e sous voltage constant (150 V) et le gel est colore au bromure 
d'ethidium (BET) avant observation sous rayonnement ultra-violet. En 

30 parallele, les prolines recuperees £ la cathode apr6s migration peuvent 
§tre observSes sur gel de polyacrylamide en presence de SDS (SDS-PAGE 
10%); 5 a 10 //I de l'6chantillon sont d6pos6s par puits, la migration 
6lectrophor6tique est r6alis§e sous intensity constante (25 mA), et le gel 
est color6 au bleu de Coomassie. 

35 La quantite d'acides nucieiques r6cup6r6s du c6t6 de la cathode 

est d6termin6e par detection specifique selon une technique d'hybridation 
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dite sandwich, en utilisant I'appareil Vidas commercialism par bioM6rieux 
(France). Des sondes oligonucl6otidiques de capture et de detection 
sp6cifiques des acides nucieiques de S. epidermidis (EP-A-0 632 269) ont 
6te choisies. Les oligonucleotides de capture et de detection ont 
5 respectivement pour sequence : B'-GACCACCTGTCACTCTGTCCC-S' (SEQ 
ID N° :1) et 5'-GGAAGGGGAAAACTCTATCTC-3* (SEQ ID !M° :2). La 
sonde de detection est marqu6e par couplage avec la phosphatase alcaline 
(AKP). L'hybridation spScifique de ces sondes avec les acides nucieiques 
liber§s dans le lysat est fonction de la quantite d'acides nucieiques 
10 presents, mais aussi de leur accessibilite pour les sondes utilisees. 

Deux protocoles d'amplification sp6cifique des molecules d'ADN 
et d'ARN de S. epidermidis ont 6t6 realises a partir des echantillons 
recueillis apres migration : un protocole PCR pour I'amplification de I'ADN 
et un protocole NASBA pour ('amplification de I'ARNrl 6S et un protocole 
15 TMA pour I'amplification de I'ARNr 16S. 

-Protocole PCR : la technique de PCR suivie est celle decrite par 
Goodman dans PCR Strategies, Ed : Innis, Gelford et Sninsky Academic 
press 1995, pp 17-31. Deux amorces d'amplification ont et6 utilisees, elles 
presentent les sequences suivantes : 
20 Amorce 1 : 5 , -ATCTTGACATCCTCTGACC-3 , (SEQ ID N° :3) ) 

Amorce 2 : 5 f -TCGACGGCTAGCTCCAAAT-3' (SEQ ID N° :4) 
Les cycles de temperature suivants ont ete utilises : 
1 fois 3 minutes a 94°C 
2 minutes a 65°C 
25 35 fois 1 minute a 72°C 

1 minute d 94°C 

2 minutes h 65°C 
1 fois 5 minutes a 72°C 

-Protocole TMA : la technique de TMA suivie est celle decrite 
30 par US-A-5 554 516. Deux amorces d'amplification ont 6t6 utilisees, elles 
presentent les sequences suivantes : 

Amorce 1 : 5'-TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCA -3'(SEQ 

ID N° :5) 

Amorce 2 : 5'-AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGGTT 
35 TGTCACCGGCAGTCAACTTAGA -3 f (SEQ ID N° :6) 
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10 //I ou 50 jj\ d'6chantillon recueilli sont utilises pour chaque 
essai PCR et TMA, respectivement. Les amplicons produits par PCR sont 
observes sur gel d'agarose 0.8% et quantifies sur Vidas selon le protocole 
d6crit ci-dessus. Les amplicons produits par TMA sont d6tect6s et 
5 quahtifes sur microplaque par hybridation avec une sonde de capture et 
une sonde de detection, sp6cifiques de S. epiderm/dis, selon la m6thode 
dgcrite par P. Cros et al. t Lancet 1992, 240 :870. La sonde de detection 
est couplee £ la "Horse Radish Peroxidase" (HRP). Les deux sondes 
pr6sentent les sequences suivantes : 
10 Sonde de capture : 5 , -GATAGAGTTTTCCCCTTC-3 t (SEQ ID 

N° :7) 

Sonde de detection : 5'-GACATCCTCTGACCCCTCTA -3' (SEQ 

ID N° :8> 

Exemple 2 : CinStique de recuperation d'acides nucieiques £ 

15 partir de lysat cellulaire. 

Une suspension de Staphylococcus epidermidis (1-5.10 9 
b./300>ul) est Iys6e par choc m6canique ou par choc electrique, comme 
d6crit dans le protocole general ci-dessus. 200 //I de chaque lysat sont 
deposes au fond du compartiment C1. Le champ electrique est applique 

20 pendant differents temps entre les deux electrodes. Les quantit6s d'acides 
nucieiques ou de proteines pr6sentes dans rechantillon recueilli dans le 
compartiment Cf sont determinees par analyse avec un appareil Vidas ou 
dosage Bradford, respectivement. La qualite des molecules recuperees a 
6te appreci6e sur gel d'agarose ou d'acrylamide, en presence de SDS. 

25 - Lysat cellulaire obtenu oar choc m6caniaue : 

Les acides nucieiques du lysat ont migre dans le compartiment 
Cf progressivement au cours du temps, comme montre a la figure 2. Apres 
60 minutes, la totalite du materiel nucieique du lysat est recupere, quelque 
soit la presence ou non de proteinase K pendant I'etape de lyse. Ce resultat 

30 est en faveur d'une bonne liberation et accessibilite des acides nucieiques 
dans le lysat. Les molecules d'ADN recuperees ont le meme profil de 
migration sur gel d'agarose 0.8% qu'avant migration dans le lysat. En 
presence de proteinase K pendant retape de lyse, comme montre a la 
figure 3, seul un pourcentage negligeable de proteines est recupere apres 

35 60 minutes, tandis qu'en I'absence de protease, environ 50% de proteines 
sont recuperees. 
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- Lvsat cellulaire obtenu par choc electrique. 

En pr6sence de PK pendant T6tape de lyse, comme montr§ & la 
figure 4, les acides nuc!6iques du lysat migrent progressivement jusqu'a la 
cathode. Apr6s 60 minutes, un pourcentage important d'acides nucl6iques 
5 est r6cup6re. La recuperation du materiel nucl6ique present initialement 
dans ce lysat est similaire £ celle du mat6riel nucl6ique pr6sent initialement 
dans un lysat obtenu par choc m6canique (cf. ci-dessus). Par contre, en 
absence de PK pendant l'6tape de lyse, aucun acide nucl§ique ne peut §tre 
d6tect6 dans le compartiment Cf, meme apres 60 minutes de migration 
10 (analyse Vidas et gel d'agarose 0.8%). Sur gel d'agarose, les molecules 
d'ADN et d'ARN du lysat r6cup6rees sont observables separ6ment apr6s 
migration, alors qu'elles ne le sont pas initialement dans le lysat. 

- Amplification des acides nucleiaues purifies a partir de lvsat 

cellulaire 

15 Les bact6ries S. epidermidis diluees dans 300 jj\ de tampon de 

lyse sont Iys6es par choc m6canique en I'absence de PK, comme d6crit 
dans le protocole g6n6ral de I'exemple 1. 200//I du lysat sont deposes au 
fond du compartiment CI. Un champ 6lectrtque est applique entre les deux 
Electrodes pendant diff6rents temps. Le materiel nucleique qui a migre dans 

20 le compartiment Cf est amplify par PCR (10 jj\ par essai) ou TMA (50 jj\ 
par essai). La quantit6 d'amplicons produite est analysee par hybridation 
specifique sur Vidas ou microplaque, respectivement. 

- Amplification PCR des molecules d'ADN recuperEes apres 

migration : 

25 Pour 10 4 bacteries initiales Iys6es, deposees dans le 

compartiment CI, differentes quantit6s d'amplicons sont produites, en 
fonction du temps de migration. Pour 15 minutes de migration, comme 
represent^ S la figure 5, les mol6cules d'ADN recup6r6es permettent une 
production optimale d'amplicons par PCR. Avant 15 minutes, une quantity 

30 inf6rieure de molecules d'ADN sont r6cuper6es. Pour 20 minutes et apres, 
une quantite superieure de molecules d'ADN sont r6cup6r6es, mais de 
qualit6 moins adapt6e a une amplification PCR optimale. Plus la migration 
dure, plus la structure de I'acide nucl6ique peut etre alt6r6e. Afin d'obtenir 
une amplification PCR optimale, un compromis entre quantite et quality des 

35 molecules d'ADN r6cuperees a la cathode doit etre respecte. Ce r6sultat a 
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6te confirme en utilisant des suspensions initiates de S. epidermidis plus 
concentr6es (10 5 -106 bact6ries initiates /200//I). 

Comme repr6sent6 & le figure 6, I'ADN d'un nombre sup6rieur 
ou 6gal £ 1.10^ bact6ries initiales (/200/yl) peut etre amplifi6 et d§tect6, 
5 apr£s lyse m6canique des cellules et migration des constituants du lysat 
sous champ 6lectrique; soit 10 2 mol6cules d'ADN ou bact6ries par essai 
PCR, 6tant donn6 que le mat6riel migr6 est r6cup6r6 dans 200 jj\ et que 10 
p\ de ce materiel est utilis6 pour chaque essai PCR. 10 2 molecules d'ADN 
correspondent a la limite de sensibilit6 du protocole PCR, de fagon 
10 gen6rale. Ce r6sultat demontre une grande sensibilite de r6cup6ration des 
molecules d'ADN bact6rien apres lyse cellulaire par choc mecanique et 
purification des molecules d'ADN intracellular par champ electrique en 
solution. 

- Amplification TMA des mol6cules d'ARN recuoerees aorfes 

15 migration : 

Comme represent^ £ la figure 7, TARN de au moins 40 bacteries 
initiales (/200jt7l) peut etre detecte apr6s lyse des bacteries, migration des 
constituants cellulaires sous champ 6lectrique et amplification 
spScifique des ARNrl 6S de S. epidermidis ; soit 10 bacteries initiales par 

20 essai TMA, compte tenu que le mat6riel nucleique migr6 est r6cup6r6 dans 
200 p\ final, et que 50 p\ sont ajout§s par essai TMA. Ce resultat t6moigne 
d'une grande sensibilite de recup6ration des molecules d'ARNr 16S 
bacterien, apr6s lyse par choc mecanique et purification des acides 
nucleiques du lysat par champ electrique. 

25 Exemole 3 : Cin6tique de recuperation d'acides nucleiques a 

partir d'un echantillon sanguin. 

L'echantillon sanguin est utilise sans pr6-traitement prealable. 
200 p\ de cet 6chantillon clinique est depose au fond du compartiment C1. 
Un voltage de 150 V est appliqu6 entre les deux 6lectrodes pendant 

30 differents temps, puis le materiel r6cupere du cot6 de la cathode dans le 
compartiment Cf est analys6 par dosage de prolines selon la methode de 
Bradford, et sur gel de polyacrylamide en presence de SDS (SDS-PAGE 
10%). 

Dans cet exemple, le pH du tampon TBE utilise pour la migration 
35 a ete fixe a pH 7.0, le point iso6lectrique de I'hemoglobine §tant 6gal & 7.0. 
Des membranes de 50 ou 100 kDa ont ete placees S i'interface des 
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compartiments Cf et B. Comme cela est repr6sent6 a la figure 8 f apr6s 60 
minutes de migration, un pourcentage n6gligeable de prot6ines est r6cup6r6 
avec la membrane de 100 kDa, et 10% des proteines sont r6cup§r6es avec 
la membrane de 50 kDa. A pH 7.0, seulement 10% des prolines 
5 sanguines charg6es negativement 3 pH 7.0 ont un poids mol6culaire 
apparent sup6rieur £ 50 kDa et infgrieur a 100 kDa. Un pourcentage 
n6gligeable de prolines sont r6cup6rees apr6s 1 5 minutes de migration, en 
utilisant indiff6remment une membrane de 50 ou 100 kDa. Ces conclusions 
ont 6t6 verifi6es sur gel de polyacrylamide en presence de SDS-PAGE 10%. 

10 La porosit6 de la membrane sera preferentielement superieure a 10 kDa, 
afin de ne pas obtenir un pourcentage trop eleve de proteines. 

Exemole 4 : Cin6tique de recuperation d'acides nucleiques d 
partir d'un 6chantillon de type respiratoire. 

Avant utilisation, Techantillon respiratoire est fluidifiS, 

15 d6contamin6 selon le protocole standard au N-acetyl-L-cysteine et a la 
soude (NALC/NaOH); puis ii est inactive 20 minutes a 95°C. 

Dans cet exemple, le tampon TBE utilise pour la migration a un 
pH egal 3 8.3 ou 7.0, et des membranes de differentes tailles de pores ont 
6t6 placSes 3 T interface des compartiments Cf et B: 10, 50 ou 100 kDa. 

20 Comme cela est represents a la figure 9, ci pH 8.3, 10% des proteines sont 
r6cuperees apres 30 minutes, et 70-80% apr6s 60 minutes avec des 
membranes de 50 ou 10 kDa, ce qui suggere que 70-80% des proteines du 
crachat sont chargees negativement a ces pH et ont un poids moleculaire 
apparent superieur a 50 kDa. A pH 7.0, environ 0% des proteines sont 

25 recuperees apres 30 ou 60 minutes de migration, quelque soit la taille des 
pores de la membrane utilis6e (dans la limite de sensibilite des techniques 
de d6tection utilisees). A ce pH, les 55-60% des prot6ines prealablement 
r6cup6r6es & pH 8.0 ne sont plus chargees negativement. Avec les 
membranes de 10 ou 50 kDa, un pourcentage n6gligeable des prot6ines du 

30 crachat est r6cup6r6 apr6s 1 5 minutes de migration. On a v6rifi6 ce point 
sur gel de polycrylamide en presence de SDS-PAGE 10%. 

Exemple 5 : Levee d'inhibition de protocoles d'amplification par 
les 6chantillons de type respiratoire apres migration. 

Les 6chantillons de type respiratoire sont inhibiteurs des 

35 reactions PCR et TMA. 200 jj\ de ces echantillons ont 6te deposes au fond 
du compartiment CI du systeme decrit Figure 1. Un voltage de 150 V 
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constant a 6t6 appliqu6 entre les deux Electrodes pendant 15 minutes. Une 
membrane de s6paration entre Cf et B de 10 kDa a 6t6 choisie. Apr6s 
migration, I'^chantillon r6cup6r6 dans le compartiment Cf (200 a 6t6 
supplements avec diff6rentes quantites d'acides nucl6iques purifies de S. 
5 epidermidis. 10 //I ou 50 p\ de cette solution ont §t6 utilises pour chaque 
essai PCR ou TMA, respectivement. Comme repr6sente & la figure 10, 
jusqu'S 10 2 -10 3 copies initiates d'ADN peuvent etre amplifies dans 10 //I 
d'6chantiilon migr6. Ce r6sultat d6montre que le crachat migr6 a perdu son 
caract&re inhibiteur de la PCR. Des r6sultats similaires ont 6t6 obtenus avec 

10 Pamplification TMA. 

1-5. 10 9 S. epidermidis ont ete ensemences dans 300 p\ de 
crachat fluidifie, decontamin6s et inactiv6s comme decrit dans I'exemple 4 
ci-dessus. Ces cellules en suspension ont ete lysees par choc mecanique en 
absence de PK, et le lysat a migre pendant 15 minutes sous 150 V avec 

15 une membrane de 10 kDa entre les compartiments Cf et B, selon ie sch6ma 
presente 3 la Figure 1. La quantity d'acides nucleiques bacteriens r6cup6r6s 
dans le compartiment Cf apres migration a ete quantifi6e par analyse Vidas 
specifique de I'espece bact6rienne 6tudiee. L'experience a 6t6 r6alis6e a 
partir de diff6rents crachats. En moyenne, 80% d'acides nucleiques S. 

20 epidermidis sont recuperes. Ce resultat indique que les molecules de la 
matrice du crachat ne genent pas la migration des molecules d'ADN et 
d'ARN du lysat bacterien dans le champ electrique, dans ces conditions. Au 
contraire, il semble que I'environnement soit propice & une meilleure 
recuperation et/ou migration de ces molecules. 

25 Amplification PCR: 

Les bact6ries S. epidermidis ont ete ensemencees dans 300 p\ 
de crachat fluidifie, decontamine, inactive, puis Iys6es par choc mecanique 
en absence de PK comme decrit dans I'exemple 1 . 200 p\ du lysat a migre 
pendant 15 minutes sous 150V avec une membrane de 10 kDa entre les 

30 compartiments Cf et B. Le mat6riel nucl6ique present dans I'echantillon a 
ete amplifi6 par PCR (10 p\ par essai), et les amplicons produits ont 6t6 
quantifies par analyse Vidas. Comme represents a la figure 11, jusqu'a 
10 4 -10 3 bact§ries initiates lysees {/200jul de lysat) peuvent §tre detectees 
apres migration et amplification des molecules d'ADN (soit 100-10 

35 molecules d'ADN H0p\ d'essai PCR). Ce resultat, d'une part confirme un 
tres bon rendement de recuperation des molecules d'ADN bacterien du 
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lysat dans le crachat, et d'autre part d6montre une tr6s bonne Elimination 
des inhibiteurs de la PCR initialement presents dans les crachats. 
Amplification TMA: 

De meme que pour l'6tude de I'amplification PCR d6crite ci- 
5 avant, les bact6ries S. epidermidis ont 6te ensemenc6s dans 300 //I de 
crachat fluidifte, d6contamine, inactive puis Iys6es par choc m6canique en 
absence de PK. 200 p\ du lysat a migr6 pendant 15 minutes sous 150V 
avec une membrane de 10 kDa entre les compartiments Cf et A. Les 
mol6cules d'ARNr pr6sentes dans I'Schantillon r6cup6r6 ont 6t6 amplifies 

10 par TMA (50 //I par essai), et les amplicons produits ont 6t6 quantifies par 
hybridation sp6cifique sandwich sur microplaque. Comme represents & la 
figure 12, au moins 10 6 -10 5 bacteries initiales lysees (/200/vl de lysat) 
peuvent etre d6tectees apres migration et amplification des molecules 
d'ARN (soit au moins 5.10 4 -5.10 3 bacteries initiales /50 //I d'essai TMA). 

15 Ce resultat demontre rumination des inhibiteurs de la TMA initialement 
presents dans les crachats. 

Exemple 6: Electro-separation apres lyse par chocs 6lectriques. 
1-5.10 9 S. epidermidis ont 6t6 ensemences dans 300 jj\ de 
crachat fluidifie, decontamin6 et inactive comme decrit dans I'exemple 4. 

20 Ces cellules en suspension ont 6t6 lysees par choc 6lectrique en presence 
de 10" 2 mg/ml final de PK et 2% final de LLS (Lithium Lauryl Sulfate, 
Sigma). 200 jj\ de lysat a migre pendant 15 minutes sous 150 V avec une 
membrane de 10 kDa entre les compartiments Cf et B, selon le shema 
pr6sente a la figure 1 . Le materiel nucleique r6cup6r6 aprSs migration (200 

25 p\) a 6te amplifiS par PCR spScifique de S. epidermidis (10 /vl/essai), et les 
amplicons produits ont 6te quantifies par analyse Vidas. Jusqu'd 10 4 -10 5 
bact6ries initiales Iys6es (/ml) peuvent etre detect6es apres migration et 
amplification des mol6cules d'ADN (soit 100-10 molecules d'ADN/10 p\ 
d'essai PCR, ce qui repr6sente la limite de sensibility de la technique PCR 

30 utilisee). 

Conform6ment aux figures 13 a 16, on decrit ci-apres un 
dispositif a usage unique, c'est-S-dire consommable, ou jetable apr6s 
emploi, permettant de mettre en oeuvre le proc6d6 d'6lectro-separation 
d6crit et exemplify precedemment. 
35 Un tel dispositif comprend un support 1, ou base, ayant 

generalement une forme parallelepipedique, comprenant notamment une 
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face superieure 1b, une face inferieure 1c et un flanc lateral 1a, montrEs 
sur les Figures 13 et 14. 

De maniEre gEnErale dans ce support 1, sont rassembles et 
intEgrEs, ainsi qu'agencEs entre eux, les diffErents moyens, notamment 
5 Electrodes requis pour 1'Electro-separation, ainsi que des moyens 
d'interfagage correspondant au flanc 1a du support 1 avec I'extErieur, 
d'une part pour le transfert des diffErents fluides ou liquides vers et/ou hors 
du support 1, dont I'Echantillon biologique traitE, le milieu liquide aqueux 
(tampons) et la fraction enrichie en matiEre nuclEique, et d'autre part pour 
10 ('alimentation et la commande des moyens Electriques requis au moins pour 
I'Electro-sEparation, dont celle du champ Electrique. 

De maniEre non reprEsentEe, E titre d'exemple, les deux faces 
1a et 1b du dispositif, ou carte, sont revetues d'un film transparent, 
Etanche, adhErant au support, et fermant les diffErents conduits et cavites 
15 reprEsentEs en surface aux figures 13 et 14. 

Ce dispositif comprend encore : 

- un moyen de reception 2 de I'Echantillon biologique traitE 

- un premier rEservoir 3 pour un premier milieu liquide aqueux 
(tampons TBE dilue a 10 fois), comportant lui-meme un compartiment 31 

20 ferme par une membrane 4 permeable, ayant par exemple une capacity de 
Tordre de 100 ainsi qu'un autre compartiment 32, ayant une capacite 
de 1 ml, pour la reception d'au moins une fraction obtenue £ partir d'un 
6chantillon biologique ; cet autre compartiment est dispos§ en amont du 
compartiment 31 selon le sens de circulation du materiel nucleique, sous 

25 I'effet du champ 6lectrique, et communique lui-mgme avec le moyen de 
reception 2 de Techantillon biologique 

- un second reservoir 5 pour un second milieu liquide aqueux 
(par exemple tampon TBE, une fois concentr6), identique ou different du 
premier liquide aqueux, separe du premier r6servoir 3, uniquement par la 

30 membrane 4 

- deux Electrodes 61 et 62 pour g6n6rer un champ Electrique, 
communiquant avec deux plots 63 et 64 de contact electrique sur le flanc 
1a ; Tune des Electrodes, a savoir 61, ou cathode, est au contact du 
premier milieu liquide aqueux dans le premier rEservoir 3, et I'autre 

35 Electrode 62, ou anode, est au contact du second milieu aqueux dans le 
second rEservoir 5 
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- un moyen d'extraction 9 de la fraction enrichie en materiel 
nucieique du compartiment 31 ferm6 par la membrane 4 

Les deux reservoirs 3 et 5 communiquent respectivement avec 
des events d'a6ration 33 et 53, et avec au moins un canal de remplissage 
5 34 communiquant en ce qui le concerne avec le second reservoir 5. 

Un puits intermediate 7 est dispose et communique entre le 
moyen de reception 2 de rechantillon biologique et le premier reservoir 3. 
Ce puits n'est pas obligatoire, puisque le lysat peut etre d6pos6 
directement dans le compartiment 32. Ce puits 7 est pourvu de moyens 
10 permettant de lyser un echantillon cellulaire pour obtenir une fraction 
soumise ensuite & electro-separation ; ces moyens sont des electrodes 81 
et 82, permettant d'exposer rechantillon a une ou plusieurs impulsions 
eiectriques, conformement au proc6d6 decrit par ailleurs dans la demande 
de brevet frangais FR-A-2 763 au nom de la Demanderesse. Ces electrodes 
15 81 et 82 communiquent respectivement avec des plots de contact 
electrique 83 et 84 pr6vus sur le flanc 1a. II existe done deux circuits 
eiectriques, Tun associe aux electrodes 81 et 82, et I'autre associe aux 
electrodes 61 et 62. 

I - Preparation du disoositif 
20 Avant de demarrer toute reaction, on remplit les reservoirs 3 et 

5 de tampon. Ce dernier peut etre constitue par un tampon TBE (Tris- 
Borate-EDTA) dont la concentration varie d'un reservoir d I'autre. On 
remplit le premier reservoir 3, sup6rieur, par le moyen de reception 2, avec 
du tampon dilu6 dix fois, et le second reservoir 5, inf6rieur, par le canal 34 
25 avec du tampon une fois concentre. On perce les events d'aeration 33 et 
53 au niveau des films etanches recouvrant les faces 1a et 1b, afin de 
permettre a Tair de s*6chapper lors du remplissage des reservoirs. 
1 ) Lyse 

L'echantillon est introduit dans le moyen de reception 2 a I'aide 
30 d'une pipette, manuellement ou par un automate. Le volume de 
rechantillon est compris entre 0 et 1 ml. II arrive alors dans le puits 
intermediate 7 de lyse. La lyse est realis6e grace a une decharge electrique 
de 500 V pendant environ 1 seconde, entre les electrodes 81 et 82. 

Dans le cas ou le volume d'6chantillon est superieur a 50 //I, 
35 plusieurs etapes de lyse sont realisees les unes apr£s les autres, les 
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fractions Iys6es £tant transferees au fur et & mesure dans le compartiment 
32 de reception. 

2) Electro-separation 

Une fois I'echantillon Iys6 et transf6re en totalite dans le 
5 compartiment 32 de depart de r6lectro-s6paration, le premier circuit 
eiectrique des electrodes 81 et 82 est ouvert, le deuxi6me des electrodes 
61 et 62 est ferme. Les constituants du lysat charges n6gativement vont 
alors migrer jusqu'3 I'anode 62. Les acides nucleiques 6tant fortement 
n6gatifs migreront plus vite. On pourra done les r6cup6rer s6lectivement 

10 au-dessus de la membrane 4, au niveau du compartiment de reception 31 
par le canal de prelevement 9. 

Le courant impose pour cette migration est compris entre 0 et 
30 mA, sous une tension de 150 V. La duree optimale de migration est 
d'environ 15 minutes. 

15 Afin de recuperer les acides nucleiques, on vide le reservoir 3 

superieur jusqu'S ce qu'it n'y ait plus de liaison fluidique entre le 
compartiment 32 et le compartiment de reception 31. On prel6ve alors 
avec une pipette, par le canal 9, les 100 //I de tampon contenus dans le 
compartiment 31. Le prelevement peut se faire manuellement ou par 

20 rinterm6diaire de Tautomate. 

On peut pr6voir de r6cuperer aussi les proteines purifiees. Pour 
cela, il faut effectuer deux passes successives d 'electro-purification, la 
premiere permettant de recup6rer la fraction enrichie en acides nucleiques 
et la deuxieme la fraction enrichie en proteines. Dans ce cas precis, les 

25 acides nucleiques doivent etre recuper6s entre les deux passes, et sans 
vider le reservoir 3 superieur du tampon qui contient les proteines qui n'ont 
pas fini de migrer. 

Un dispositif tel que pr6c6demment decrit peut ne comprendre 
que trois electrodes. En effet, les deux cathodes 61 et 81, respectivement 

30 affectees au circuit d'6lectro-separation et au circuit de lyse, deviennent la 
cathode commune aux deux circuits. Dans ce cas, la lyse de I'echantillon 
biologique s'effectue^dans le compartiment 32. Un tel dispositif peut etre 
utilise sur la tranche. II sera alors facile de I'integrer dans un automate 
gr§ce a ce gain de place. 

35 



WO 99/53304 



PCT/FR99/00830 



23 

REVENDICATIONS 

1/ Proc6d6 de traitement sous Taction d'un champ 6lectrique en 
milieu liquide, d'un 6chantillon biologique comprenant £ la fois un materiel 
nucl6ique et un materiel non nuclSique, par exemple prot6ique, libres et 
5 mobiles dans ledit milieu liquide sous Taction du champ 6lectrique, proc6d6 
selon lequel : 

a) on dispose d'une solution tampon, 

b) on dispose d'une membrane perm6able, en contact d'un cote 
avec la solution tampon, et ayant un seuil de coupure pr6d6termin§ pour 

10 arreter le materiel nucleique, du cot6 de ladite solution tampon, lors de sa 
migration sous Taction du champ 6lectrique, 

c) on 6tablit ledit champ electrique, en sorte que ses lignes de 
force passent au sein de la solution tampon, et traversent la membrane 
permeable, 

15 d) on dispose Techantillon biologique dans la solution tampon, 

en amont de la membrane, selon le sens de circulation du materiel 
nucleique sous Taction du champ 6lectrique, 

caracterise en ce que : 
- on applique le champ Slectrique directement 3 Techantillon 

20 biologique dans la solution tampon, pendant une duree Iimit6e et definie, 
d'une part par le temps suffisant pour Tarrivee sur la membrane et la 
presence de materiel nucleique du cote de la solution tampon, et d'autre 
part par le fait qu'au terme de ladite duree le materiel non nucleique n'a pas 
migre et/ou demeure en cours de migration vers ladite membrane, 

25 - on pr6leve le mat6riel nucl6ique au terme de ladite duree, 

moyennant quoi on electro-separe de Techantillon biologique au moins le 
materiel nucleique. 

2/ Proc6de selon la revendication 1 , caracterise en ce que 
T6chantillon biologique comprend un lysat cellulaire. 

30 3/ Proc6de selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que 

Techantillon biologique est dispose sur une autre membrane, du cote de 
cette derniere en contact avec la solution tampon. 

4/ ProcedS selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6 en ce que 
le temps d'application du champ 6lectrique est au plus de 30 minutes, et 

35 pr6f6rentiellement compris entre 5 et 30 minutes. 
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5/ Proc6d6 selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6 en ce que 
la valeur de la molarity de la solution tampon est au moins 6gale d 0,1 
mol/l, et pr6f6rentiellement comprise entre 0,1 et 5 mol/l. 

6/ Proc6d6 selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6 en ce que 

5 le champ 6lectrique a une valeur comprise entre 100 et 250 V, et 
pr6f6rentiellement §gale & 150 V. 

II Proc6d6 selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6 en ce que 
la distance s6parant l'6chantillon biologique de la membrane permeable, est 
au moins 6gale d 30 mm, et pr6f6rentiellement 3 75 mm. 

10 8/ Proc6d6 selon la revendication 7, caract6ris6 en ce que 

l'6chantillon biologique est obtenu 3 partir d'un pr6l6vement d'un liquide 
corporel, par exemple sang ou crachat respiratoire. 

9/ Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que 
Ton ajoute une proteinase a l'6chantillon biologique. 

15 10/ Procede selon la revendication 1 ou 2, caracteris6 en ce que 

la fraction enrichie en materiel nucleique est directement soumise a une 
Stape subsequente d'amplification. 

1 1/ Dispositif 3 usage unique pour la mise en oeuvre d'un 
procede selon Tune quelconque des revendications pr6cedentes, caracteris6 

20 en ce qu'il comprend un support ou base, dans lequel sont rassembl6s et 
int6gr6s, ainsi qu'agences entre eux, les diff6rents moyens, notamment 
electrodes, requis pour TSIectroseparation, ainsi que des moyens 
d'interfacage (1a, 1b, 1c) dudit support avec Texterieur, d'une part pour le 
transfert des differents fluides ou liquides vers et/ou hors du support, dont 

25 T^chantillon biologique, la solution tampon, et la fraction enrichie en 
materiel nucleique, et d'autre part pour ['alimentation et la commande des 
moyens 6lectriques requis au moins pour r6lectros6paration, dont celle du 
champ 6lectrique. 

12/ Dispositif selon la revendication 11, caract6ris6 en ce qu'il 

30 comprend un moyen de r6ception (2) de l'6chantillon biologique ; un 
reservoir (3) pour la solution tampon, comportant un compartiment (31) 
ferme par la membrane (4) permeable, communiquant 3 une extremit6 
opposee audit compartiment (31) avec le moyen de reception (2) de 
r6chantillon biologique, ledit reservoir etant destine a recevoir une premiere 

35 solution tampon; et un second reservoir (5) pour une seconde solution 
tampon, identique ou differente de la premiere solution tampon, s6par6 du 
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premier reservoir uniquement par ladite membrane; deux Electrodes (61, 
62) de generation du champ eiectrique, I'une (61) au contact de la premiere 
solution tampon, en amont de la membrane selon le sens de circulation du 
materiel nucieique, et Tautre (62) au contact de la seconde solution 
5 tampon; et un moyen d'extraction (9) de la fraction enrichie en materiel 
nucieique du compartiment ferme (31) par la membrane. 

13/ Dispositif selon la revendication 12, caracterise en ce que le 
reservoir (3) comprend un autre compartiment (32), pour la reception d'au 
moins une fraction obtenue £ partir de Techantillon biologique, dispose en 
10 amont dudit compartiment (31) selon le sens de circulation du materiel 
nucieique, communiquant avec le moyen de reception de I'echantillon 
biologique. 

14/ Dispositif selon la revendication 12, caract6rise en ce que 
les deux reservoirs (3,5) communiquent respectivement avec des events 
15 d'aeration (33,53), et avec au moins un canal de remplissage (34). 

15/ Dispositif selon la revendication 12, caracterise en ce que 
un puits intermediate (7) est dispose et communique entre le moyen de 
reception (2) de I'echantillon biologique et le premier reservoir (3). 

16/ Dispositif selon la revendication 15, caracterise en ce que le 
20 puits intermediate (7) est pourvu de moyens permettant de lyser un 
echantillon cellulaire. 

17/ Dispositif selon la revendication 16, caracterise en ce que le 
puits intermediate (7) est pourvu d'electrodes (81,82) assurant une lyse 
dudit echantillon cellulaire. 
25 18/ Dispositif selon la revendication 11, caracterise en ce qu'il 

comprend, communiquant les uns avec les autres, un compartiment (32) de 
reception du lysat, un puits intermediate de lyse (7), et un compartiment 
de reception (31) de la fraction enrichie en materiel nucieique. 

19/ Dispositif selon la revendication 18, caracterise en ce que le 
30 volume du compartiment de reception (32) du lysat est superieur au volume 
du compartiment de reception (31) de la fraction enrichie en materiel 
nucieique. 

20/ Dispositif selon la revendication 19, caracterise en ce que la 
proportion entre les volumes des compartiments de reception du lysat et de 
35 reception de la fraction nucleique est comprise entre Yz et 1/50, 
notamment entre 1/5 et 1/20. 
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21/ Utilisation du dispositif selon les revendications 11 a 20, 
pour 6lectro-s6parer une fraction ou la tota!it6 des acides nucl6iques £ 
partir d'un lysat cellulaire. 

22/ Utilisation de la fraction 6lectro-s6par6e par la mise en 
5 oeuvre du proc6d6 selon les revendication 1 a 10 pour dStecter et/ou 
identifier des acides nucl6iques directement apr6s amplification. 
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